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論 文 内 容 要 旨
在宅 医療 を可能 とす る次世代 の血小板減 少症治 療薬 創 製 のため,我 々は トロ ンボ ポイエ チ ン
(ThrornbopoietinTPO)依存性 細胞Ba/F3-HuMPL細胞 の増殖 刺激 活性 を指標 に ス ク リーニ
ングを行 い,一 連 の新規 非ペ プチ ド低分子化合 物(TPOミ メテ ィクスTPOmimetics)を見 出
した。 これ らは ヒ トTPO受 容体 を発現 す るBa/F3-HuMPL細胞 の増殖 を刺 激 したが,TPO非
依存的 な親株Ba/F3細胞 の増殖 を刺激す ることはなか った。 さらに,免 疫沈降 後,リ ン酸化チ
ロシ ン抗体 を用 い た ウエ スタ ン解析 あ るいは直接 活性 を測 定 す る方法 でTPO受 容体 お よびその
下 流 のTPO関 連 シグナル伝達 分子の 活性 化を調 べ た結 果,TPOミ メテ ィクスの細 胞 内 シグナ
ル伝達 プ ロフ ァイル は,TPOの それ と同一で あ るこ とが わか った。 またCD34陽 性 ヒ ト造血幹
細 胞の培養 中 に添加 す る と,CD41陽性の 巨核球系 コロニー数が増加 し血小板 へ と分化 した。 こ
れ らの結 果 か ら,TPOミ メテ ィクス は低 分子非 ペ プチ ド性TPO受 容 体 ア ゴニ ス トと して血小
板 減少症 治療薬 の リー ド化 合物 とな り,TPOと 同様 の薬効 を発揮 でき る可能 性 があ る ことが期
待 され る。
その一方,マ ウス,モ ルモ ッ ト,カニ クイザル の骨髄 由来細胞 を用いた巨核球 コロニー形成 ア ッ
セイの結 果,TPOミ メテ ィクスは これ らの実験動 物 由来 細胞 に対 して全 く作 用 を示 さず,ヒ ト
受容 体 に高 い特異 性 があ ることがわか った。我 々は この種特異性 を利用 してTPO受 容体 の中で
TPOミ メテ ィクスの作 用発現 に関与 して いる部 位 の 同定 を行 った。 ヒ トTPO受 容体 は,細 胞
外,膜 貫通,細 胞 内の各領域 によ って構成 され てい る。 まず これ らの各領域 を,マ ウスの それ と
入 れ替 え た3種 類 のキ メ ラ受容 体発現Ba/F3細胞 を作製 し,細 胞 増殖 ア ッセイ によ ってTPO
ミメテ ィクスに対 す る反応 性を調べ た。 そ の結果,TPOミ メテ ィクス は,ヒ ト受 容体 の膜 貫通
領域 配列 を有す るキ メラ受 容体の みに反応 す る ことが判明 し,TPOミ メテ ィクスの結合部 位は
膜貫 通領域 内に ある ことが示唆 され た。 そ こで ヒ トとマウ ス,モ ル モ ッ ト,力 ニ クイザルの膜貫
通領 域 内の ア ミノ酸配 列 を比較 したと ころ,ヒ トTPO受 容体499番目の ヒスチ ジ ン残基 は ヒ ト
に特 有の残 基で あ るこ とが判 った。499番目の ヒスチ ジ ンに注 目 して,マ ウス受 容体 のそれ に対
応 す るア ミノ酸 で あ る ロイ シ ンに置 換 したH499L変 異 ヒ トTPO受 容体 発現 細 胞 を作 製 し,
TPOミ メテ ィクスに対 す る反応性 を調べ た。 そ の結果,こ の1残 基 のア ミノ酸置換 によ って反
応性 が全 く見 られ な くな った。逆 に,マ ウス受容 体490番目の ロイ シ ン残 基を ヒスチ ジ ンに置換
したL490H変 異 マ ウスTPO受 容体発現細 胞は,TPOミ メテ ィクスに応答 して増殖 した。 これ
らの結 果 は,TPOミ メテ ィクスは リガ ン ドを模倣 す る もので はな く,ヒ トTPO受 容体 の膜貫
通領 域 に存在 す る499番目の ヒスチ ジン残基近 傍 に結合 す る ことによ って,TPO受 容体 の コン
フ ォメー シ ョンに影響 を与えて活性化 させ てい るので はないか と推測 された。 今 回得 られた結果
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は,実 験 動物 にお けるinvivo評価系構 築のため に,非 常 に重要 な知 見 とな った。現 在,本TPO
ミメテ ィクス誘導体 の一つ が第一相 臨床試験 中であ る。血小板 減少症治療薬創 製を 目指 し,新 規
低分 子TPOミ メテ ィクス開発を進めて いきた い。
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審 査 結 果 の 要 旨
血小 板減 少症 は重 症化 すると生 命 の危険 に関わ る疾患 であ る。 トロ ンボポイエチ ン(Thrombo-
poietin:TPO)は巨核 球細胞 の分化 ・増殖,血 小板 の増加 を促進 す る主 要 なサ イ トカイ ンで あ
るため,組 み換 えTPOは 血 小板減少症 の特効 薬 と して期待 されて いた。 しか しなが ら,臨 床試
験 にお いて中和抗 体 の出現,そ れ による二次 的な血小 板減少 が生 じたため に組 み換えTPOの 臨
床開発 は中止 された。 このよ うな状況下,国 内外 を問わず多 くの グル ー プが ポス トTPOを 求 め
て盛 ん に研 究 を行 な って いる。
本 研究 で は,TPO依 存性Ba/F3-HuMPL細胞 の増殖 刺激活性 を指 標 に,様 々な構造 の低分
子化 合 物 の ス ク リー ニ ングを実施,新 規 非ペ プ チ ド低 分 子化 合 物(TPOミ メテ ィ クスTPO
mimetics)を見 出 した。TPOミ メテ ィクスはBa/F3-HuMPL細胞 の増 殖 を刺激 したが,TPO
非依 存 的 な親株Ba/F3細胞 の増殖 を刺激 する こ とは なか った。 申請 者 はTPOミ メテ ィクスに
よ って 増殖 刺 激 を受 け たBa/F3-HuMPL細胞 を調 べ た結 果,TPO受 容体 お よ び その 下流 の
TPO関 連 シグ ナル伝達 分子 の活性化 が惹起 され てお り,そ の シグナル伝達 分子 活性 化 プ ロフ ァ
イル はTPOの それ と同一 で あ ることを明 らか に した。 またTPOミ メテ ィクスをCD34陽 性 ヒ
ト造血 幹細胞 の=培養 中 に添加す る と,CD41陽性 の 巨核球系 コロニ ー数 を増 加 させ た。以上 の結
果,TPOミ メテ ィ クス はTPO受 容体 アゴニ ス ト活性 を有す るこ とが示 され た。 サ イ トカイ ン
のよ うな蛋 白質 リガ ン ドが,低 分 子化 合物 によ って代 用可能で ある ことが明 らか とな ったのは意
義深 い。本TPOミ メテ ィクスは次世 代の血小板減 少症治療 薬 たる リー ド化合物 と して有用 であ
り,蛋 白質 リガ ン ドの免 疫原性が 問題 とな るケー スにおいて有望 な解 決策 の1つ を実 際 に示 した
と考 え られ る。
申請者 は さ らに本 研究 にお いて,TPOミ メテ ィ クスが ヒ ト受容体 に高 い特 異性 を有 す る事実
を見 出 し,そ の種特 異性 を利用す ることで,TPOミ メテ ィクス作用 発現 に関与 して い る受容体
部 位 の同定 を行 った。TPOミ メテ ィクスに反応 性 を有す る ヒ ト受容 体 と非 反応 性 で あ るマ ウス
のそ れ との キ メラ受 容体,或 いは ア ミノ酸 置換 受容 体 を強 制発現 させ たBa/F3細胞 を作製 し
TPOミ メ テ ィクス に対 す る反応 性 を調 べた結果,そ の作用発現 には ヒ ト受 容体 の膜 貫通領域配
列499番目の ヒス チ ジ ン残基 が必 須 であ ることが判 った。 これ らの結 果か ら,TPOミ メテ ィク
スは リガ ン ドを模倣 す る ものでは な く,ヒ トTPO受 容体 膜貫通領 域 に存在 す る499番目の ヒス
チ ジン残基近 傍 に結 合す ることによ って受容体 の コンフ ォメー シ ョンを活性 化型 に変換 させ るの
ではな いか と推 測 され た。 分子量500Da足らず の低分 子 であ るTPOミ メテ ィク スが一一体 どの
ように高分子 リガ ン ドと同様 の作用を有す るのか,そ の メカニズムを解 明 したこ とは受容体研究
に重要 な知見 を もた らした。 さ らに,こ の知見 は実験 動物 におけ るinvivo評価系構 築な ど,実
用面 にお いて も有用 と考 え られた。
よ って,本 論文 は博 士(医 学)の 学 位論文 と して合格 と認 める。
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